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Bescheinigung 



Herr Dr. Thomas K 6 h I e r in Borsdorf/Deutschland hat eine Patentanmeldung 
unter der Bezeichnung 

"Mit Nukleinsauren beschichtete Reaktionsraume, Verfahren zu 
ihrer Herstellung und ihre Verwendung" 


am 28. August 1998 beim Deutschen Patent- und Markenamt eingereicht. 

Die angehefteten Stucke sind eine richtige und genaue Wiedergabe der ursprung- 
lichen Unterlagen dieser Patentanmeldung. 

Die Anmeldung hat im Deutschen Patent- und Markenamt vorlaufig die Symbole 
C 12 Q, C 07 H und C 12 M der International Patentklassifikation erhalten. 



Munchen, den 28. Oktober 1999 
Deutsches Ratent^und Markenamt 

|ident 
trag 




Nietiedt 


Aktenzeichen: 198 40 531.6 


A9161 

06.90 
11/98 


Zusammenfassung 



Reaktionsraume mit definierten Konzentrationen von Nukleinsauren, Verfahren zur Beschichtung 
der Reaktionsraume, die zur Standardisierung quantitativer enzymatischer Nachweisverfahren 
dienen, dadurch gekennzeichnet daB die Konzentration der verwendeten Nukleinsauren exakt 
ermittelt wird, hiervon eine den erwarteten MeBbereich erfassende Verdiinnungsreihe unter 
Verwendung einer physikalisch in kleinere Fragmente uberfuhrten Trager-Nukleinsaure 
hergestellt wird, wobei Aliquote dieser Nukleinsaure-Verdunnungen in fur enzymatische 
Amplifizierungen geeigneten Reaktionsraumen einer schonenden Trocknung unterworfen 
werden, wobei 8 verschiedene Konzentrationen der jeweils lyophilisierten Standard-Nukleinsaure 
als "ZeptoStrip" bezeichnet werden und Testkit, in dem das erfindungsgemaBe Verfahren 
Anwendung findet. 
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Mit Nukleinsauren beschichtete Reaktionsraume, Verfahren zu ihrer Herstellung und ihre 
Verwendung f 35 **- 3 ****^^^ 

IB eh ■ . — ^| 

Beschreibung " 

Die Frfindnng hetn'ffl mit Nukleinsauren beschichtete ReaktionsgefaBe, Verfahren zu ihrer 
Herstellung durch die Beschichtung der GefaBe mit Standard-Nukleinsauren, einen Testkit, 
enthaltend einen Standard-Strip, hergestellt unter Verwendung des erflndungsgemaflen 
Verfahrens, einen Satz von mindestens zwei Oligonukleotiden, die hierfur geeignet sind, einer 
Trager-Nukleinsaure sowie eine Vielzahl von Verwendungsmoglichkeiten des Verfahrens fur den 
uantitativen Nachweis ausgewahlter Nukleinsauren in biologischen Substanzen. 



Viele Bereiche in der klinischen Forschung und Diagnostik, der pharmakologischen 
Wirkstoffpriifung sowie der Lebensmittelanalytik machen es erforderlich, Konzentrationen 
bestimmter Nukleinsauren (Desoxyribonukleinsaure [DNA]- oder Ribonukleinsaure [RNA]) in 
einer zu analysierenden Probe genau zu kennen. Zur Messung insbesondere extrem geringer 
Analytkonzentrationen kommen haufig enzymatische Amplifizierungsverfahren zum Einsatz. 
Hierbei handelt es sich u.a. urn die Verfahren Polymerasekettenreaktion (PCR, US Patente ^ 
4.683.195, 4.683.202, EP 0 200 362, EP 0 201 184; Hoffmann-La Roche), Ligasekettenreaktion >x^ x 
(LCR, Abbott Diagnostics, North Chicago, IL, USA), Strand Displacement Amplification (SDA, 
Walker et. al. [1993], PCR Methods Appl. 3: 1-6, Becton-Dickinson Research Center) und -V 
Jranscription-Mediated Amplification (TMA, Gen-Probe Inc., San Diego, CA), mit deren Hilfe 
ei extrem hoher Sensitivitat Analytnukleinsaure-Konzentrationen gemessen werden konnen. 
Voraussetzung fur den quantitativen Einsatz aller aufgefuhrten Technologien ist die 
Verfugbarkeit geeigneter synthetischer oder nativer Nukleinsaure-Standards exakt definierter 
Konzentration, die entweder als exteme, d.h. in parallelen Ansatzen amplifizierte, oder interne 
Standards (d.h. simultan im selben Ansatz amplifizierte sog. Kompetitoren) verwendet werden. 
Wahrend die Herstellung geeigneter Standards dem Fachmann bekannt ist (Zimmermann und 
Mannhalter 1996, Biotechniques 21: 268-279, Kohler et al. 1995, Quantitation of mKNA by >r 
polymerase chain reaction - Nonradioactive PCR methods. Heidelberg, Springer- Verlag), 
bestehen bislang ungeloste verfahrenstechnische Probleme bei der Uberfuhrung dieser Standards 
in eine anwendungsbereite und stabile Form, welches eine Grundvoraussetzung fur die 
reproduzierbare Messung unbekannter Nukleinsaurekonzentrationen ist. Insbesondere bestehen 
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Probleme bei der optimalen Lagerung hoch-verdiinnter Nukleinsauren. Diese beruhen im 
wesentlichen darauf, daB in der Praxis meist mit extrem niedrig konzentrierten Standard- 
Verdunnungsreihen gearbeitet wird (ca. 1 - 100000 Molekule pro Reaktionsansatz), die trotz 
Lagerung bei Temperaturen zwischen -20°C und -80°C haufig instabil sind (Kohler et al. 1 997, ^ 
BioTechniques 23: 722-726). Diesem Problem wird u.a. so begegnet, daft niedrig-konzentrierte 
Nukleinsaure-Verdunnungen in der Form stabilisiert werden, daft der Verdiinnung eine definierte 
Menge einer spezifischen Trager-Nukleinsaure zugesetzt wird, welche der zu detektierenden 
Nukleinsauresequenz eine moglichst minimale Sequenzhomologie aufweist (De Kant et al. 1994, V* 
Biotechniques 17: 934-942, Kohler et al. 1997, BioTechniques 23: 722-726). Dies fuhrt aberv^ 
nicht immer zum Erfolg (siehe Fig.l), so daft allgemein empfohlen wird, alle erforderlichen 
Verdunnungsschritte ausgehend von einer Stammlosung definierter Konzentration tagtaglich neu 
urchzufuhren. Dies wiederum ist aber mit dem Nachteil verbunden, daft die eingesetzten 
Standards arbeitsintensiv hergestellt werden miissen, variierender Pipettiergenauigkeit unterliegen 
und kostbare, verdiinnte Chargen nur teilweise verbraucht werden konnen. Somit erhohen sich 
zwangslaufig Kosten und Zeitaufwand bei gleichzeitig verringerter Reproduzierbarkeit und 
Zuverlassigkeit der Methodik. Anwendungstechnisch gesehen ist die geschilderte 
Verfahrensweise somit unokonomisch, mehreren Storgroften unterworfen und demzufolge fur 
diagnostische Routinelabors ungeeignet. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es, Gefafte und Methoden zu entwickeln, mit denen die 
oben erwahnten Nachteile der Verfahren gemaft dem Stand der Technik vermieden werden 
konnen und die einfach in der Anwendung, uber einen langeren Zeitraum bei gleichbleibender 
Qualitat lagerbar und Bestandteile von Testkits sein konnen. 
ie Aufgabe wurde durch die Beschichtung von Reaktionsraumen mit definierten Standard- 
ukleinsaurekonzentrationen gelost, welches folgende Teilschritte enthalt: 
Herstellung und Reinigung geeigneter adsorbierbarer Nukleinsaure-Standards 
Bestimmung der exakten Konzentration des Produktes mittels High Performance Liquid 
Chromatography (HPLC), nachfolgend Kalibrierung genannt 

Herstellung einer Verdunnungsreihe aus dem kalibrierten Standard unter Zusatz definierter 
Mengen einer Trager-Nukleinsaure 

erfindungsgemafte Adsorption der Standard/Tragernukleinsauregemische an fiir enzymatische 
Amplifizierungsreaktionen geeignete Reaktionsraume, so daft diese als Standards 
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einsetzbaren, definiert beschichteten Gefafle in eine iiber lange Zeitraume haltbar Form 
iiberfuhrt werden, ohne daB es zu Beeintrachtigungen der Qualitat kommt. 
Ebenfalls Gegenstand der Erfindung sind ein Satz von mindestens zwei Oligonukleotiden, ein 
Testkit entsprechend Erfordernissen eines Routinelabors und mehrere 
Verwendungsmoglichkeiten des Verfahrens. 

Die nachfolgend beschriebene Erfindung stellt ein molekularbiologisches Verfahren dar, das eine 
Grundlage zur vorzugsweise automatisierten quantitativen Messung kleinster Mengen von 
Analytnukleinsauren in diversen biologischen Materialien in Verbindung mit vorhergehender 
enzymatischer Amplifikation darstellt. Das erfindungsgemaBe Verfahren besteht darin, 
Nukleinsauren in eine zur Standardisierung quantitativer enzymatischer 
Amplifizierungsreaktionen geeignete Form zu uberfuhren. Uberraschenderweise hat sich 
Lerausgestellt, daB die erfindungsgemaBe Methode die Herstellung von Nukleinsaure- 
beschichteten, sog. "ready-to-use" Standard-Reaktionsraumen erlaubt, die sich als einfach in der 
Anwendung erwiesen haben, die problemlos iiber einen langen Zeitraum bei gleichbleibender 
Qualitat lagerbar und als Bestandteile von Testkits zu verwenden sind, somit den Bedurfhisseh 
von Routinediagnostiklabors insbesondere in Hinblick automatisierter Analysen besser gerecht 
werden. 

Nukleinsauren im Sinne der Erfindung sind einzelstrangige oder doppelstrangige DNA, RNA, 
synthetische Analoga von DNA und RNA, sowie DNA, deren native Desoxy-Thymidin (dT)- 
Basen durch Desoxy-Uracil (dU) vollstandig oder partiell ersetzt sind. Die Herstellung geeigneter 
N^^einsaure-Standards erfolgt in einer dem Fachmann bekannten Form, vorzugsweise mit Hilfe 
der PCR, unter Nutzung spezifischer Primer-Oligonukleotide (Beispiel 1, Punkt 1A-B). Als 
ukleinsaure- Standards werden native, auf enzymatischem Wege hergestellte 
Amplifizierungsprodukte oder synthetische Nukleinsauren verwendet, deren Nukleotidsequenz 
einer zu bestimmenden Sequenz homolog ist, vorzugsweise identisch oder gekennzeichnet durch 
eine oder mehrere Punktmutationen, Deletionen oder Insertionen ist, die vorzugsweise auBerhalb 
der Primer- und Sondenbindungsstellen liegen. DNA-Standards werden mittels enzymatischer 
Amplifikation von Target-Sequenzen, vorzugsweise mittels PCR, hergestellt, wahrend RNA- 
Fragmente in bekannter Weise mittels in vitro RNA-Synthese unter Nutzung von RNA- 
Polymerasen gewonnen werden konnen. Die hergestellten Nukleinsaurefragmente werden 
anschlieBend einer Reinigungsprozedur unterzogen, wobei DNA vorzugsweise mittels 
Agarosegelelektrophorese und anschlieBender Extraktion der Standard-Nukleinsaure aus dem 
Trenngel gereinigt wird (Beispiel 1, Punkt IB), wahrend in vitro hergestellte RNA in einer dem 
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Fachmann bekannten Weise_aus_dem in vitro Sythese-Ansatz extrahiert wird. Die exakte 
Messung der Konzentration des gereinigten Nukleinsaure-Produktes erfolgt vorzugsweise mittels / 
HPLC (Kohler et al. 1997, BioTechniques 23:722-726, Beispiel 1, Punkt 2). AnschlieBend wird* $ 
von der kalibrierten Standard-Nukleinsaure eine Verdiinnungsreihe hergestellt. Zur Verdiinnung 
von DNA-Standards wird eine DNA-Losung verwendet, die hergestellt wird, indem vorzugsweise 
DNA des Lambda-Phagen (z.B. Stamm: lambda cl 857 Sam 7, 48502 bp, Lambda-DNA) mittels 
5 x 1-minutiger Ultraschall-Behandlung in Fragmente von ca. 1-2 Kilobasen (kb) uberfuhrt wird 
(Beispiel 1, Punkt 3; die durchschnittliche Fragmentlange wurde mittels 
Agarosegelelektrophorese ermittelt). Dieser Schritt soil die verbesserte Adsorption wahrend des 
Lyophilisationsprozesses bewirken und zu erhohter Haltbarkeit der Standard-Nukleinsaure im 
Reaktionsraum beitragen. Zur Verdiinnung von RN A- Standards wird vorzugsweise eine 

ransport-RNA (tRNA)-Losung verwendet (Kohler et al. 1995, Quantitation of mRNA by v £> 
polymerase chain reaction - Nonradioactive PCR methods. Heidelberg, Springer- Verlag). 
Zur Quantifizierung eines MeBparameters werden verschiedene Standardverdunnungen 
hergestellt (Beispiel 1, Punkt 3), die vorzugsweise die Messung des gesamten physiologischeh 
oder technologischen Konzentrationsbereiches des zu messenden Analyten erlauben. Hiervon 
werden Aliquote zur Beschichtung derjenigen Reaktionsraume verwendet, in welchen die zur 
Erstellung beispielsweise einer Eichkurve erforderlichen enzymatischen 
Nukleinsaureamplifikationen ablaufen sollen. Vorzugsweise werden 8 separate Reaktionsraume 
mit 8 verschiedenen Standardverdunnungen (sog. 8-er Strip) beschichtet. ErfindungsgemaB > 
erfolgt die Beschichtung so, dafi Aliquote der jeweiligen Standard-Nukleinsaure- Verdiinnung 
supplementiert mit der Trager-Nukleinsaure direkt in den verwendeten Reaktionsraumen 
;honend getrocknet werden (Beispiel 1 , Punkt 4). In einer besonders bevorzugten Weise erfolgt 
iese Lyophilisation unter Nutzung einer Vakuum-Zentrifuge. In einer weiteren Form der 
Ausgestaltung erfolgt die Trocknung mittels eines gleichwertigen Trocknungsverfahrens, 
beispielsweise einem Verfahren zur uberhitzungsfreien Produkttrocknung unter Einsatz von 
Mikrowellen (z.B. vertrieben uber GWE mbH, Leuna). Die -wie beschrieben- hergestellten, 
beschichteten Reaktionsraume sind dadurch gekennzeichnet, daB die adsorbierten Nukleinsaure- 
Standards so fest an der Innenseite des zur Beschichtung verwendeten Reaktionsraumes haften, 
daB beispielsweise ein problemloser Versand auf dem Postweg gewahrleistet werden kann. 
In den Figuren 1-3 ist beispielhaft dargestellt, welche Qualitatsanforderungen die mit dem 
erfindungsgemaUen Verfahren hergestellten Nukleinsaure-Standards erfiillen. Zum praxis- 
relevanten Test der auf dem beschriebenen Verfahren basierenden Produkte ist das derzeit beste, 
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auBerst reproduzierbare Ergebnisse liefernde ABI PRISM™ 7700 Sequence Detection System 
(Fa. Perkin-Elmer) eingesetzt worden. Mit diesem Detektionsautomaten lassen sich unter 
Nutzung des erfindungsgemafien Verfahrens prinzipiell hoch reproduzierbare Eichkurven mit 
Korrelationen >-0.99 erstellen (Fig.l). Die Erfindungsgemafi beschichteten Reaktionsraume, z.B. 
die sog. "optical" PCR tubes, sind dem derzeitigen Stand der Technik uberlegen, da diese im 
Vergleich zu herkommlich eingesetzten PCR-Standards deutlich stabiler sind (Fig.2) und selbst 
bei Raumtemperatur liber mindestens 50 Tage ohne Qualitatsverlust lagerbar sind (Fig.3). 
Die beschichteten Reaktionsgefafie werden aufrecht stehend in einer geeigneten, 96 Gefafie 
aufhehmenden Trager-Box erfindungsgemafi mit einer selbsthaftenden Folie (z.B. Plastik- oder 
Aluminium-Folie, Parafilm) verschlossen, urn eine Kontamination mit Fremd-Nukleinsauren 
wahrend Lagerung und Transport zu vermeiden. Je ein mit Folie verschlossenen 8-er Strip, somit 
verschiedenen Konzentrationen der zur Beschichtung eingesetzten Nukleinsauren enthaltend, 
wird als "ZeptoStrip" bezeichnet. 

In den Reaktionsraumen konnen neben den kalibrierten Nukleinsauren mindestens zwei 
spezifische als Primer bzw. Sonden fiingierende markierte oder unmarkierte Oligonukleotide 
sowie weitere fur die enzymatische Amplifikation erforderliche Reaktionskomponenten in 
lyophilisierter Form enthalten sein. Alternativ konnen verwendete Reaktionsraume auch alleinig 
die als spezifische als Primer bzw. Sonden fungierenden Oligonukleotide, die Trager- 
Nukleinsaure sowie weitere flir die enzymatische Amplifikation erforderliche 
Reaktionskomponenten in lyophilisierter Form enthalten. Die erfindungsgemafien Testkits 
bestehen aus mindestens einem "ZeptoStrip", mindestens zwei Oligonukleotiden sowie einer 
Trager-Nukleinsaure. 

Wesen der Erfindung liegt in einer Kombination bekannter Elemente und neuer 
sungswege, die sich gegenseitig beeinflussen und in ihrer neuen Gesamtwirkung einen 
Gebrauchsvorteil und den erstrebten Erfolg ergeben, der darin liegt, daB nunmehr ready-to-use 
Standard-Reaktionsraume fiir den quantitativen Nachweis ausgewahlter Nukleinsauren in 
biologischen Substanzen zur Verfugung stehen. 

Neben dem Abstellen der oben genannten Nachteile des Standes der Technik weist das 
erfindungsgemafle Verfahren somit eine Reihe von Vorteilen auf: 

1. Ein manueller oder automatisierter Transfer von verdunnten, zur Standardisierung eingesetzten 
Nukleinsauren in die verwendeten Reaktionskompartimente entfallt, da diese bereits im 
ReaktionsgefaB in lyophilisierter Form vorliegen. Damit erhoht sich wesentlich die 
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Nutzerfreundlichkeit, da die sofort einsetzbaren Standard-Strips nur entnommen und in eine 
96-well Tragerplatte eingesetzt werden mtissen. Nach Zugabe der vorzugsweise vorgemischten 
Reagenzien fur die nachfolgende Amplifizierungsreaktion sind keine weiteren Manipulationen 
mehr notwendig. Diese Vereinfachung erlaubt somit eine konsequente Automatisierung 
quantitativer enzymatischer Reaktionen. 

2. Da nunmehr keine Pipettierung konzentrierter Standards mehr erfolgt, ist eine potentielle 
Kontaminationsquelle ausgeschaltet und somit die Gefahr falsch-positiver Ergebnisse deutlich 
verringert. 

3. Durch Uberfuhren der Standard-Nukleinsauren in ein nicht-wafiriges Milieu wird a) potentiell 
ein unerwiinschter mikrobieller Abbau der als Standards verwendeten Nukleinsauren 
eingeschrankt bzw. verhindert, und b) eine Lagerfahigkeit selbst extrem niedrig konzentrierter 
Nukleinsauren uber langere Zeitraume selbst bei Zimmertemperatur erreicht (Fig. 2 und 3). 
Diese Vorziige vereinfachen ganz wesentlich sowohl Versand als auch Anwendung der auf 
diesem Verfahren beruhender Testkits. 

4. Die verwendete Trager-Nukleinsaure verhindert eine unspezifische Standard-Adsorption ah 
die zur Herstellung der Verdtinnungsreihen eingesetzten Einweg-Materialien und ist - 
nachweisbar bei Zusatz zu einem PCR-Ansatz- gleichzeitig ein potenter "Enhancer" der 
enzymatischen Amplifikation. 

Fig.l zeigt eine typische Eichkurve, die mittels "real-time" PCR-Produktmessung am ABI 
PRISM™ 7700 Sequence Detection System (Fa. Perkin-Elmer) unter Nutzung mit dem 

Ierfindungsgemaflen Verfahren hergestellter mdm-2 (murine double minute-2) 
■ukleinsaurestandards (Verwendung eines Standard-Strips, d.h. 8 verschiedener, lyophilisierter 
mdm-2 Standard-Nukleinsaurekonzentrationen) erhalten wurde (Beispiel 1, Punkt 5). Die 
errechnete Korrelationskoeffizient betragt in diesem Fall -0.996. 

Fig.2 zeigt in graphischer Form den Vergleich des erfindungsgemaflen Beschichtungsverfahrens 
und Nutzung der "real-time" Detektion wie in Abb. 1 mit dem derzeitigen Stand der Technik. 
Herkommliche, d.h. in waBrigem Milieu gelagerte und am Versuchstag aliquotierte mdm-2 
Standard-DNA Fragmente verschiedener Konzentration (50, 250, 2500, 10000 und 50000 
Molekule pro PCR-Ansatz), supplementiert mit Trager-DNA, wurden mit lyophilisierten 
Standards gleicher Konzentration verglichen. Wahrend konventionell gelagerte Standards 
insbesondere sehr niedriger Konzentration (50 bzw. 250 Molekule pro Ansatz) bereits nach 14 




Tagen Lagerung und 4-maligen Einfrier-/Auftau-Zyklen vollstandig abgebaut sind (auBert sich in 
der Abbildung durch Erreichen des Threshold Cycles 40, welcher der Amplifizierbarkeit 0 
entspricht), ist bei Verwendung lyophilisierter Standards (ZeptoStrip) selbst bei niedrigsten 
verwendeten Nukleinsaurekonzentrationen kein Verlust feststellbar. 

Fig.3 zeigt PCR-Resultate, die mit ZeptoStrips erhalten wurden, welche altemativ entweder bei - 
20°C oder bei Zimmertemperatur gelagert wurden. Es ist zu erkennen, daB innerhalb der ersten 15 
Tage Lagerung unabhangig von der Lagertemperatur identische PCR-Ergebnisse, d.h. weitgehend 
iibereinstimmende c-r-Werte (d.h. parallele Kurven) erzielt wurden. Gleichzeitig ist sichtbar, dafi 
dariiberhinaus bei Zimmertemperatur mindestens eine Lagerfahigkeit von 50 Tagen ohne Verluste 
an adsorbierter Nukleinsaure moglich ist. 

>ie erfindungsgemafie Verwendung der mit Nukleinsauren beschichtete ReaktionsgefaCe liegt in 
Testkits zur Bestimmung ausgewahlter Nukleinsauren in biologischen Substanzen. Die Testkits 
bestehen aus mindestens einem mit Folie verschlossenen 8-er Strip, mindestens zwei 
Oligonukleotiden sowie einer Trager-Nukleinsaure. 

Die folgenden Beispiele dienen der Verdeutlichung der Erfmdung, ohne sie auf diese Beispiele zu 
beschranken. 


Ausfuhrungsbeispiele 

^^^Beschichtung von Polypropylen-Reaktionsraumen mit definierten Konzentrationen von 
^^^Mbppelstrangiger mdm-2 Standard-DNA 

1. Herstellung eines mdm-2 spezifischen Standard-DNA Fragmentes mittels PCR 

A. cDNA-Herstellung aus Gesamt-RNA, isoliert aus ADR5000 T-Lymphom-Zellinie 
(resistenzselektiert mit 5 jig Adriamycin pro ml Kulturmedium) 

• 1 ^ig mittels RNAzol™ "B" (Tel-Test, Friendswood, TX, USA) gereinigte RNA in einem 20- 
jil Standard Reaktionsansatz, bestehend aus AMV Reverse Transcriptase Puffer (250 mmol/1 
Tris/HCl, pH 8.3; 250 mmol/1 KC1, 50 mmol/1 MgCl 2 , 50 mmol/1 Dithiothreitol, 2.5 mmol/1 
Spermidin), 5 U AMV Reverse Transcriptase, 0.5 mmol/1 eines jeden dNTPs (Promega, 
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Madison, WI, USA), 10 U rekombinanter RNase Inhibitor (AGS, Heidelberg, FRG), 200 ng 
Oligo (dT) (Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, Sweden), 1 Std. bei 42 °C in cDNA 
transkribieren 

B. PCR-Amplifizierung und Reinigung des Produktes 

> PCR " ; 

o Je 2 |al-Aliquote der hergestellten cDNA werden in 6 identischen 50-^1 Standard PCR 

Ansatzen bestehend aus 100 ng jedes 3' bzw. 5' Primers, 5 nl lOx Taq Polymerase Puffer 
(100 mmol/1 Tris/HCl, pH 8.3; 500 mmoi/1 KC1, 15 mmol/1 MgCl 2 , 0.01% [wt/vol] 
Gelatine), 1.5 U AmpliTaq® Polymerase (Norwalk, CT, USA, Perkin-Elmer), und 8 ^l 
dNTPs (0.2 mmol/1 jedes Nukleotids unter Verwendung von dUTP anstatt dTTP) im 
GeneAmp®9600 Thermalcycler (Perkin-Elmer) amplifiziert. 
o Programm: 94°C fur 30 s, 55°C fur 30 s, 72°C fur 1 min 

35 Zyklen 

o Sequenzen der verwendete Amplifizierungsprimer (GenBank Accession Code fur mdm-2: 
125341) 

MDM2PR1 (1245-1264) 5 , -GCC.AAG.AAG.ATG.TGA.AAG.AG-3" 
MDM2PR2 (1439-1455) S-ACT.GGG.CAG.GGC.TTA.TT^ 
o Lange des amplifizierten DNA-Fragmentes: 21 1 bp 

> Reinigung des 21 1 bp Fragmentes mittels Agarosegel-Elektrophorese 
1.5 % Agarose-Gel (Easy-Cast™ Minigel, AGS, Heidelberg) herstellen, Gelslots mit 6-er 
Kamm, Kammer mit TAE-Puffer fullen (Submarine-Gel) 

o die hergestellten PCR-Ansatze poolen und quantitativ auftragen 
o Elektrophorese bei 100V, 45 min ausfuhren 

o Ethidiumbromid-gefarbte Banden im UV-Licht sichtbar machen, moglichst genau und 
schnell mit Skalpell ausschneiden, in 1.5 ml-EppendorfgefaBe uberfuhren 

o DNA aus Gelblocks mittels QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen, Hilten) laut Vorschrift 
reinigen (Elution mit H2O) 

2. Kalibrierung der Standard-Stammlosung mittels HPLC 

> HPLC-Equipment: 
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3-Line Degasser DG-980-50, PU-980 Intelligent HPLC Pump, Low Pressure Gradient 
Former, UV-975 UV/VIS Detector, AS-950 Intelligent Sampler, Column-Thermostat 
Jetstream 2 (Jasco Labor und Datentechnik GmbH, Gross-Umstadt, FRG). 

> Stationare Phase: 

TSK DEAE-NPR Saule (4.6 mm ID, Lange: 35 mm) und DEAE-NPR Vorsaule (4.6 mm 
ID, Lange: 5 mm) (TosoHaas GmbH, Stuttgart, FRG) 

> Mobile Phase: 

Puffer A: 25 mmol/1 Tris/HCI, 1 mol/1 NaCl; pH 9.0 
Puffer B: 25 mmol/I Tris/HCI; pH 9.0 

> HPLC-Laufbedingungen: 
Druck: 80-120 bar (maximal 200 bar) 
FluBrate: 1 ml/min 
Temperatur: 20°C 
UV-Detektion bei 260 nm 

Analyt: ca. 10-200 ng gereinigtes PCR-Fragment, mit Puffer B auf 40 jil supplementieren, 
Injektion von 20 \x\ pro Lauf jeweils in Doppelbestimmung 

Standard (separater Lauf): 36 |il Puffer B plus 4 jal Low Mass DNA Ladder™ (Life 
Technologies, Gaithersburg, MD, USA), bestehend aus 6 glatt-endigen DNA-Fragmenten 
im Bereich 100 bis 2000 bp (Endkonzentration: 5 bis 100 ng DNA pro Bande), Injektion 
von 20 jil pro Lauf (Doppelbestimmung) 

Diskontinuierliches Gradientenprogramm uber 25 min wie folgt durchfuhren: 
1. Equilibrierung der Saule mit 25% Puffer A in Puffer B 

2. 25% A in B: Probenauftrag bis 0.5 min 

3. 25-43% A in B: Linearer Gradient von 0.5-4.5 min 

4. 43-60% A in B: Linearer Gradient von 4.5-20 min 

5. 60-100% A in B: Linearer Gradient von 20-22 min 

6. 100-25% A in B: Linearer Gradient von 22-24 min 
7. 25% A in B: Equilibrierung von 24-25 min 

Die Datengewinnung erfolgt mittels Integration der Peaks durch Borwin™ Chromatography 
Software, Version 1.20 (IMBS Developpements, Frankreich). Zur exakten Messung der 
Konzentration des gereinigten DNA-Standards wird die Flache unter den individuellen Peaks 
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ermittelt. Die unbekannte Konzentration der Standard-NukJeinsaure wird anhand der mittels Low 
Mass DNA Ladder™ erhaltenen Eichkurve berechnet. 


3. Herstellung einer Standard- Verdunnungsreihe mit Trager-DNA 
Trager-Nukleinsaure : 

10 OP Lambda (dam+) DNA (aus Bakteriophage lambda c!857 Sam7, AGS GmbH. 


Heidelberg), 


gelfist in 0.5 ml 10 mM Tris/HCl, pH 8.0; 1 mM EDTA, wird in 5x 1 min-Intervallen und 
zwischenzeitlicher Kiihlung auf Eis mittels Ultraschall-Bad (Transsonic T570, Ultrasonics) bei 
maximaler Leistung in ca. 1-2 kb-Fragmente uberfuhrt, davon wird eine 10 ng/ml-Verdiinnung 
hergestellt (1:100), im weiteren als Lambda-DNA bezeichnet 


:erstellung der Standard- Verdunnungsreihe fur mdm-2 (20x cone.) 



Standard- 

Verdiinnung SL 

Endkonzentration 

Molekule pro 

No. 

(Herstellung) 

[zmol/Ansatz] 

Ansatz 

1 

1: 10" 

419.75 

252.773 

2 

1: 10 4 1:5 (20ul[No.l]+80ul X) 

83.95 

50.555 

3 

1: 10 4 -> l:10(10ul[No.l]+90ulX) 

41.986 

25.277 

4 

1: 10 4 -+ 1:25 (lOul [No.3]+90ul X) 

16.794 

10.111 

5 

1 : 1 0 5 — j> (20ul [No.3]+180ul X) 

4.199 

2.528 

6 

1: 10 6 -» 1:4 (25ul [No.5]+75ul X) 

1.050 

632 

7 

1: 10 6 -» l:10(10ul [No.5]+90ul X) 

0.420 

253 

1 

1 : 10 6 -» 1 :50 (2ul [No.5]+98ul X) 

0.084 

51 


X = Lambda-DNA, 10 ng/ul 

Zur Herstellung der Standard-Gebrauchslosungen werden je 5 ul der Standard- Verdunnungsreihe 
in separate 1.7 ml Multi Twist Top Vials (Sorenson Bio Science, Salt Lake City, UT, USA; 
Vertrieb: Carl Roth GmbH.: Kat.-Nr.: 8184.1) pipettiert. Zur Herstellung multifunktioneller 
Strips (d.h. Strips, die zur sequentiellen oder simultanen quatitativen Messung mehrerer 
verschiedener Nukleinsaure-Sequenzen geeignet sind) werden weitere 19 Standards (jeweils 5 ul 
pro Standard-Nukleinsaure) zugesetzt und -wenn erforderlich- bis zu einem Endvolumen von 100 
|il mit Lambda-DNA erganzt. 
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Beschichtung der Reaktionsraume 

je 5 |al der unter Punkt 3 hergestellten Standard-Gebrauchslosungen in 8 verschiedene 
"optical tubes" (Fa. Perkin-Elmer, Kat.-Nr.: N80 10935) pipettieren (von Position A1-A8 in 
abnehmender Konzentration), vorzugsweise diese Aliquotierung zur Verbesserung der 
Qualitat mit einem Pipettier-Roboter (z.B. Biomek 2000, Fa. Beckman) ausfuhren 
Amplifikationsgefafle in schwarze Eppendorf Zentrifugen-Adapter (0.2 ml) einsetzen und 
Proben 30 min lang in Vakuumzentrifiige (z.B. Univapo 100 H mit Unijet Refrigerated 
Aspirator, Fa. UniEquip) bis zur volligen Trockene bei eingeschalteter Rotor-Gegenheizung 
lyophilisieren. 

Test der hergestellten Strips mittels ABI PRISM™ 7700 Sequence Detection System 
optimierte mdm-2 TaqMan™-Methode: 


Programm: 2-Step-PCR 95°C 10:00 min, anschlieBend 

40Zyklen 95°C 00:15 min 
60°C 01:00 min 

Reaktionsbedingungen: 6 mM MgC^ 

10 pM Primer mdm2Prl 1 und mdm2Pr21 
2 pmol mdm2Probe 
50 ng Lambda-DNA (5 
2.5 U AmpliTaqGold™ 
^TTPs, Puffer aus TaqMan™ PCR Core Reagents Kit mit AmpliTaq™Gold 
Ansatzvolumen: 50 

verwendete Primer- und Sondensequenzen (GenBank Accession Code mdm-2: 125341) 
mdm2Prl 1 (1295-1318) 5^GAG.AGT.GTG.GAA.TCT.AGT.TTG.CCC-3^ 
mdm2Pr21 (1352-1373) 5 , -TGC.AAC.CAT.TTT.TAG.GTC.GAC.C-3 , 
mdm2Probe (1320-1350) 5 -FAM-TTA.ATG.CCA.TTG.AAC.CTT.GTG. TGA.TTT.GTC.A- 

XT-3"-TAMRA 
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Patentanspruche 

1. Mit nativen, synthetisch oder enzymatisch hergestellten Nukleinsauren beschichtete 
Reaktionsraume, dadurch gekennzeichnet, daB die Reschichtung auf nicht-kovalentem Wege 

an chemisch oder biochemisch nicht-modifizierte Oberflachen der Innenwandung von 
Reaktionsraumen erfolgt. 

2. Reaktionsraume nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB sie aus Glas- oder Plastik- 
GefaBen oder aus Glaskapillaren bestehen, die mit nativen, synthetischen oder partiell- 

(Sj^^^ synthetischen Nukleinsauren (DNA, RNA, synthetische Analoga von DNA und / oder RNA, 
^^^F dU-haltige DNA) beschichtet sind. 

3. Verfahren zur Herstellung der Reaktionsraume nach den Anspriichen 1 und 2 unter 
Verwendung von Standard-Nukleinsauren, dadurch gekennzeichnet, daB definierte Mengen 
geloster nativer, synthetischer oder partiell-synthetischer Nukleinsauren (DNA, RNA, 
synthetische Analoga von DNA und / oder RNA, dU-haltige DNA) direkt in zur 
enzymatischen Amplifikation geeignete Reaktionsraume aliquotiert werden und die 
Nukleinsaure anschlieBend nicht-kovalent direkt an die Innenwandung des Reaktionsraumes 
durch schonende Lyophilisierung der Probe adsorbiert wird. 

4. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, dafi GefaBe bzw. Glaskapillaren 
beschichtet werden. 

|^^^S. Verfahren nach den Anspriichen 3 und 4, dadurch gekennzeichnet, daB konzentrierte Stock- 
Losungen der zu adsorbierenden Nukleinsauren mittels eines geeigneten HPLC- 
Analyseverfahrens exakt kalibriert werden, bevor diese zur Herstellung der zur Beschichtung 
verwendeten Nukleinsaure-Verdiinnungsstufen eingesetzt werden. 

6. Verfahren nach den Anspriichen 3 bis 5, dadurch gekennzeichnet, daiJ wahrend des 
Lyophilisationsprozesses den zu adsorbierenden Standard-Nukleinsauren eine definierte 
Menge einer spezifischen Trager-Nukleinsaure beigemischt wird, die zuvor mittels eines 
physikalischen Verfahrens (z.B. Ultraschallbehandlung) in Fragmente einer mittleren Lange 
von ca v 1-2 kb uberfuhrt wurde und welche der zu detektierenden Nukleinsauresequenz eine 
moglichst minimale Sequenzhomologie aufweist. 

7. Verfahren nach den Anspriichen 3 bis 6, dadurch gekennzeichnet, daB die DNA des Lambda- 
Phagen eingesetzt wird. 
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8. Verfahren nach den Anspriichen 3 bis 7, dadurch gekennzeichnet, daB entsprechende 
Reaktionsraume simultan mit einer Vielzahl (mindestens 2) diverser, Analytsequenz- 
spezifischer kalibrierter Nukleinsauren, ggf. unterschiedlichem zellularen oder organischen 
Ursprungs bzw. aus verschiedenen Spezies stammend, beschichtet werden. 

9. Verfahren nach den Anspriichen 3 bis 8, dadurch gekennzeichnet, daB die Beschichtung von 
96, im Mikrotiteiplatten-Format angeordneten Reaktionsraumen mit 12x 8 
sequenzspezifischen Standard-Nukleinsauren abnehmender, den gesamten physiologischen 
oder technologischen Konzentrationsbereich der zu messenden Analytnukleinsaure 
erfassenden Konzentrationen (hochste Konzentration: A 1-12, niedrigste Konzentration: Hl- 
12), erfolgt. 

^^^.10. Verfahren nach den Anspriichen 3 bis 9, dadurch gekennzeichnet, daB die beschichteten 
^^^B Reaktionsraume aufrecht stehend in einer geeigneten, 96 GefaBe aufiiehmenden Trager-Box 
verschlossen werden. 

11. Verfahren nach den Anspriichen 3 bis 10, wobei in den Reaktionsraumen neben den 
kalibrierten Nukleinsauren mindestens zwei spezifische als Primer bzw. Sonden fungierende 
markierte oder unmarkierte Oligonukleotide, die Trager-Nukleinsaure sowie weitere fur die 
enzymatische Amplifikation erforderliche Reaktionskomponenten in lyophilisierter Form 
enthalten sind oder spezifische als Primer bzw. Sonden fungierende ^markierte oder 
unmarkierte Oligonukleotide, die Trager-Nukleinsaure sowie weitere fur die enzymatische 
Amplifikation erforderliche Reaktionskomponenten in separaten GefaBen ohne Nukleinsaure- 
Standard in lyophilisierter Form enthalten sind. 
^^^12.Verwendung der mit Nukleinsauren beschichteten Reaktionsraume nach den Anspriichen 1 bis 
^^^A 1 1 in Testkits zur Bestimmung ausgewahlter Nukleinsauren in biologischen Substanzen. 

^^13.Verwendung nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, daB die Testkits aus mindestens 
einem mit Folie verschlossenen ZeptoStrip (8-er Strip aus verschlossenen, mit 8 verschiedenen 
Nukleinsaure-Konzentrationen beschichteten Reaktionsraumen), mindestens 2 
Oligonukleotiden sowie einer Trager-Nukleinsaure bestehen. 


13 


Fig.l 

Charakteristische Eichkurve, erstellt mittels PCR-Produkt Messung am ABI PRISM™ 7700 
Sequence Detection System unter Verwendung eines "ZeptoStrips", welcher mit dem 
erfindungsgemaBen Verfahren mit mdm-2 DNA beschichtet wurde, sowie der zugehorigen 
Methode (siehe Ausfxihrungsbeispiel 1, Punkt 5), r = -0.996. 
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Fig.2 

Vorteile von ZeptoStrips (ZS) im Vergleich zu Standard-Nukleinsauren, die nach derzeitigem 
Stand der Technik konventionell im wafirigen Milieu gelagert wurden. Gestrichelte Linien: 
konventionelle Lagerung, durchgezogene Linien: ZeptoStrip. Legende: Initiale Zahl von 
Nukleinsauremolekiilen per PCR-Ansatz. 



Qualitatssicherung von ZeptoStrips (1) 

ZeptoStrip im VergleicK zu konventioneiler Lagerung 

(4x eingefrbren/aufgetaut); 


mdm-2/ Charge 26/05/98 
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Fig.3 

Lagerfahigkeit von "ZeptoStrips" iiber einen verfolgten Zeitraum von 50 Tagen ohne 
Qualitatsverlust. Legende: Initiale Zahl von Nukleinsauremolekiilen per PCR-Ansatz. 


Qual i tatssiche r ung von Z eptoStri p s (2) 

ZeptoStrips bei -20°C (leere Symbole) und +25°C (yolle Symbol©) gelagert 
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